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論文内容の要 t::. 固
1) HVJの雑種細胞形成への利用
HVJは、 Parainfluenza群に属する RNA型ウイルスで、ウイルス粒子の外側を被っている envelope
に動物細胞を融合させる活性をもっている。紫外線でウイルスRNAを不活化させてもこの融合活性は、
保持されている。 HVJは融合活性の他、細胞を凝集させる性質を強くもっているため浮瀞型の細胞に
HVJを加えると、細胞相互の凝集、凝集塊の中の細胞相互の融合がおこる。このため 2 種類の細胞を
浮瀞形にして混合した試料をHVJで処理する事によって、異種融合多機田胞 (heterokaryon) が容易
に出現する。
196 1 年Barski は、 2 種類の細胞を混合培養する事によって、雑種細胞の出現す存在する事を報
告した。 (Littlefield)によって、混合培養による雑種細胞形成頻度は、 10- 6或は、それ以下であることが
知られている。 HVJによる融合法で人為的に相当自由な組合せで、高頻度にheterokaryonを作る事が
可能で、あるため、雑種細胞形成にHVJを用いることは有用な手段である。著者は、先ずC3Hマウス由
来のL 細胞から、 8 -azaguanine耐生株を分離し (LAG )、この細胞とin vitroで、増殖不能のddoマウ
ス継代エールリッヒと腹水癌細胞 (ETC) とを紫外線不活化HVJで融合させた後、HAT *(H~;..hypoxa­
nthine 、 aminopterin 、 thymidine 、 glycine) 培養液で培養し、 H3-hypoxanthineの細胞核内へのとり込
みを経時的に観察することで、LAG 1 ケと ETC 1 ケとなり成る 2 核のheterokaryonから、 40時間以内
にLAG -ETCの雑種細胞が形成されて来ることを知った。しかし、この系を用いて雑種細胞形成頻
度を計算することは、この雑種細胞が浮瀞する性質をもっため、コロニー数を正確に計測し難かった
ので、 L細胞から、 5 - bromodeoxyuridine耐生細胞 (L BudR )を分離し、両親細胞としてLAG と LB
-uhR を用い、 HVJでの融合後、出現する雑種細胞のコロニーを計測しその頻度を出すことが出来た。
1.2X10-3という値になり、 Barskiの混合培養のみによる雑種細胞形成を約1000倍高めることが出来
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ることを示し得た。採取した雑種細胞数種類についてその性質がしらべられたが、染色体数では、す
べて両親の染色体のたし合せ、或はそれ以下で，両親細胞 1 ケずつのheterokaryonからの子孫細胞で
ある事を推定させた。その形態、世代周期等は、いろいろに異った雑種細胞が形成されて来る事も判
明した。 HVJのmultiplicity reactivationは、現在迄、これら細胞の培養で全く認められていない。
II) 正常細胞と癌細胞との雑種細胞
癌細胞を研究する一つの手段に雑種細胞を利用することは意味のある事と考えられる。即ち正常細
胞と癌細胞との雑種細胞で、癌原性が抑制されるか否かの問題は、癌化機構を考える上で有力な材料
となり得る。 LAG はC3Hマウス由来の細胞で 2X10 7'1"/マウスを接種後、 4 ヶ月観察しでも全く癌
形成は見られなかった。一方ETC はddoマウスで継代培養された腹水癌で、C3Hマウスにも腹水癌を
作る。 ETC はin vitroで、培養出来ない。このLAG と ETCの雑種細胞 (LE) の性質がしらべられた。
(1)、 LEはin vitroで、非常によく増殖する。 in vitroで培養可能という性質はLAGから与えられている
のかも知れない。ところがin vitroで、の増殖速度はLAG(一世代18時間)より LE はず、っと早く 1 1. 5時間
であった。この性質は、 in viuoでのETCの増殖速度に見合うものであった。
(2)、 LEの染色体数は、 81~83本でLAG57本と ETC45本のたし合せより約20本減少していた。
(3)、 LEは softagar中で、増殖可能な性質を、新しく穫得していた。両親のLAG も ETC も共にsoft
agarの中で、コロニー形成が出来ないがLEは大型のコロニーを形成してくる。
(4)、夫々のLE細胞は、その表面にLAG及びETC両者の特異抗体を常にもっていた。
(5)、 LE はC3Hマウス及び、ddoマウス腹腔中で固型癌を作り、個体を 1 ヶ月以内に死に到らせる性
質をもっていた。 LAGは全く癌形成能を示さずETCは、腹水癌を作り固型癌は作らない O 回型癌形
成に於ても腹水癌のETC に線維芽細胞 LAGの性質が付加されているように思われる。
(6)、 LEの癌原性は、 ETCの約10-4 に低下していた。即ち ETCで、は、 50%tmor forming dose (T F 
D 50) は10 2ケ / ddoマウス及び5X102ケ /C3Hマウスであった。一方LEのTFD 50 は1. 7X10 6ケ /ddoマ
ウス及び8.5X106ケ /C3Hマウスであった。
(7)、 LE細胞はin vivopassages によって、その癌原性は変化せずこの性質については個々の細胞は
均一で、あることを示した。一方， soft agarで、の大型コロニーを作り得る細胞群はin vivo passages に
よって増加する傾向を示した。この傾向がLEのinvivoで、の選択によっておこったのか否かは不明で、あ
るが、悪性度と soft agarで、の増殖態度が平行すると言う形をLEはとらなかった。
(8)、癌原性のテストはin vivoで、の動物の腫蕩死を指標とする以外に無いが、これは又免疫反応によ
る個体防禦によって混乱をうけるものでもある。 LAG はC3Hマウス由来でH-2 k を持ち、C3Hとは
histocompatibleで、 ddo とはhistoincompa tibleで、ある。 ETC はH-2 antigenを凡んど消失した細胞
である。LEはその表面に H-2 k を保有している。移植免疫に最も重要なものが、このH-2 antigensで
ある事からして、防禦反応をはずした型でLE と ETCの癌原性を、 C3Hマウスで見ることが出来るは
ずである。 C3Hマウスで、LEのTFD50はETCの約10-4 に低下していた。
(9)、 ddoマウスはC3H マウスと his toincompa tibleで、あるにもかかわらずLE による癌化に文すして、
C3Hマウスより感受性が高かった。この差は、計算上全く ETC自体のddo と C3Hへの感受性の差に帰
し得るものであった。
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(10)、 LE 細胞にもう一つL 細胞をつけた雑種細胞LLEを作る事に成功した。この細胞はい主や 6X
10 7ケ / ddoマウス接種でもマウスを腫蕩死出来なかった。一方ETC を 2 ケ入れた雑種細胞LEEよ作
られたが、この細胞の癌原性はLEよりも強くそのTFD叫2.9X105ケ / ddoマウスで弘一た。
以上LAG と ETCの雑種化によって、 ETCの癌原性は、希釈、或は抑制される事は確かなようであ
る。
論文の審査結果の要旨
本論文は 3 つの研究から成立っている。即ち(l)UV-HVJで作られた異種融合細胞から、雑種娘細
胞への移行、 (2)HVJ を利用しての雑種細胞形成頻度の定量および(3雑種細胞の性質特にがん細胞と非
がん細胞との雑種の性質の研究である口
(1)の研究では融合細胞から、雑種娘細胞への移行が 2 核ヘテロカリオンで最も高い頻度で観察され、
移行に要する時間も、融合後40時間以内、多分17時間ですでに雑種が形成されており、融合細胞に含
まれる核数が増加するにつれて雑種への移行は困難になる。これ等のことからランダムに採取した場
合の雑種のほとんどは、 2 核融合細胞からの子孫である可能性が強いと結論された。
(2)ではBarski等によって開発された両親細胞をただ混合培養するだけで得られる雑種の形成頻度に
比して、 HVJによる人工的融合操作をほどこすことで雑種形成頻度は1000倍に上昇するごとを、栄養
要求性変異株を用いて定量的に示すことに成功した。
(3)では、作られた雑種細胞がよく両親細胞の性質を具備していることを示したが、更らに、がん細
胞 (E )と非がん細胞 (L )との雑種 (L E )では、 E の癌原性が稀釈される現象を見出した。村山君が
この現象をより明確に示すために、重複雑種を採取したことは大いに注目されねばならなしh 世界的
に見ても多分最初の成功例と思われる。同君は、一段雑種の (LL) 或いは、 LE雑種と E とを夫々融合さ
せ二段雑種として (LLE) と (LEE) を採取し、その結果、 L 、LLE 、 LE 、LEE 、 E という系列化に成功し
た。細胞の形態、染色体の配分化、両親由来の細胞膜抗原の発現量から、この系列化の保証が見事に
求められている。この系列化によって、 Eの癌原性が非がん細胞(L )によって稀釈される事実が浮き
ぼりされることになった。がん細胞の本態に近づくための l つの有効な道として存在する雑種形成に
於て、重複雑種を作ることにより「がん性」の稀釈の現象がより明確に把握されるように工夫したこ
の研究は独創的で、あり、その出発点が(1)の雑種形成速度に関する実験結果からの積重ねであったこと
を考え併せ、本研究論文は理学博士の学位論文として充分に価値あるものと認めた。
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